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植物組織培養の歴史は浅く， 1934年に White 1 ) がトマトを用いて細胞分裂のみを続けながら増殖す
る細胞群を得たのが，最初の例で， 1958年に Steward 2 ) は初めてニンジン単細胞から正常な植物体を
得ることに成功し，植物細胞の分化全能性を立証した。























































Fig.1. Time course of scopoletin and scopolin formations in tobacco 
tissue culture. 
ク W リン類は pheny lalanine より生合成されることが報告されている:)そこでphenylalanine 一方，
の前駆体としての添加効果について検討した。 Phenylal anine単独の添加で、は細胞増殖阻害が著しい
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Fig.2. Effects of L-phenylalanine (Phe) and casamino acid on 
scopoletin and scopolin formations. 
0.1 0 , 01 L叫?he
ca ・又，さらにクマリン類生成は通常生成量よりも，と同時添加することで，増殖阻害は抑制され，






2.4-dichlorophenoxyacetic acid (2, 4-D) , indoleacetic ac id (lAA) , 結果，増殖期においては，








よりーこれに植物ホルモンを作用させることで，さらに， pheny lalanine を前駆体として添加し，
pheny la lan ine を添加した時以上
通常生成量の約 4 倍に
これを中食言すした





Fig.3. Effects of 2, 4-D on the incorporation 
of scopoletin into cells. 
まで増大させ得た。
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Fig.4. Effects of kinetin (KIN) on scopoletin and 
scopolin formations in the presence of Lｭ
phenylalanine (Phe) and casamino acid (Cas). 
この結果は，前駆体を添加し，さらにそれ以下の二次代謝活性を促進する植物ホルモンを作用させ
ることで，目的二次代謝産物を効率よく生成させることが可能であることを示した。
以下， kinetin , 2 ， 4-Dの効果についてより詳細に検討した。
第 3 章 クマリン類生成に対する kinetinの効果
第 2 章で示した kinetinの効果について phenylalanine の scopoletin ， scopolin , lignin そして pro-
tein への代謝に対する kinetinの影響から検討した。その結果， Table 1 に示す様に kinetin は pheny1-
alanine の scopoletin ， scopolinへの代謝を特異的に促進していることが示された。
クマリン類は phenyla lan ine からフェニルプロパノイド系路を経て生合成されるごこの系路の初発
酵素である phenylalanine ammonia-lyase (PAL) が，この系路の key enzyme と考えられるごそ
こでkinetin の PAL活性に対する影響について検討した (Fig. 5) 。その結果， kinetin により PAL活
性が増大することが認められた。さらに，この活性の増大は， kinetin添加時に actinomycin-D (Actｭ
D) を添加すると完全に阻害され， kinetin添加 8 時間後に cycloheximide (CH) を添加しでも同様
に阻害された。しかし， kinetin添加 8 時間後に Act-D を添加した場合，活性の増大は阻害されなか
った。さらに， k inetinは全蛋白，全 RNA合成には影響を与えなかった。以上の結果より， kinetinは
PAL-mRNAの transcription を促進し ， de novo合成を介し， PAL活性を増大させ， phenylalanine 
のクマリン類への代謝を促進させていることが示された。
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Table 1. Effect of kinetin on metabolism of L-phenylalanine. 
Afte~ðddition of kinetin (1 ~g/rnl) 邑口d Phe (D.l mg/ml) 








Scopoletin Scopclet ユ n 5copolin ~~_~._，_ ~，__.， Pr.申J.!"lProt 世in Lignin ~ ，，，.~，， Recov告ry
in filtrate in c畦 lls in ce.ls C'ells 
added 00 the bth óay 串 fter inoculation 
?品15.1 0.5 0.04 10.14) 0.4 (1.46) 55 
曾
1.3 (4.54) 
:7:', 9 ,( 0 , 2 む吻 04 (0.23) D.t> (3.0lj) ι3 1.3 p..(2) 72 
も 2
n .4...(27.6) 0.0 己 (0.32) 3.5 (n ゅ 9) 忌 4 0.4 6.S 12 
宙 Cr.>i;，/岳山 }"'r 切 34Eh X 10 b 






2 ， 4-D により士音士也中の scopoletin の車田』包内
さらに scopolinへの配糖体化への取り込み，
このが促進されることを第 2 章で示した。
2， 4-D による scopoletinの配車唐体イヒ促進効果
この配糖体化に関与する酵素であの要因は，
る UDP-glucose: scopoletin g lucosy ltrans-
の著しい活性増大に基づ
この活性の増大がさらに，








(Fig. Act-D , CH により阻害されないこと
及び干重々のカラムクロマトグラフィーに6) , 2む
( I1r ) 
10 。
より 2， 4-D 処理 SGTase と 2 ， 4-D 無処理
SGTase を各々電気泳動的に均一に精製した
2 ， 4-D 処crude extract と同様，場合でも，
Jlme 
Fig.5. Effects of actinomycin-D (Act-D) or cycloｭ
heximide (CH) on L-phenylalanine ammoniaｭ
lyase (PAL) activity enhanced by kinetin. 理 SGTaseは無処理 SGTase に比べ10倍高い
(Table n) 。比活性を示すことが示された
以上の結果より， 2， 4-D による scopoletinの配糖体化促進効果は SGTase活性の著しい増大に起因
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Fig.6. Effects of actinomycin由D (Act-D) or cycloheximide (CH) on the 
enhancement of scopoletin glucosyltransferase (SGTase) activity. 
Table n. Purification of scopoletin glucosyltransferase 
P...,.,.,,. Ð;..... Sp e-c よ f 主 Crotein W~~~~~~~ Purification Yi号 ld
Fraction actlVltv 
(1nc~) (;f~U ノ fr 司) (ーfol~) I 軍)
一一一一2， 4 即己(+)
C:t \.l d 巴 ext r. act ♀む 7 0.54 ムlGC、
(NH4) 2SC.l 54.3 1.80 80 
Sep!1ai.:tx G-10C ユ4. 7 ι.6\: 11 7ι 
DEλ三、'C Iflユ 1 \.1 105号 ?帽 4 lC.2 1: も工
日正r :J roxyap 丑 t:..te 0.5 包 72.6 15 
Sephad 哩;)( G-l? 0.12 114 1 き B 11 
2 ， 4-[;{ 申)
Crud官世xtract 230 C. む 55 100 
( NE4) 之 E 己4 53.7 0.174 H 
Seph品dex C..10C 14.0 0.6む♀ 11 67 
む ~'l:._. E'-包"ユ l!..l. :'Cs 型 6. a ム、ー 1ム叫a 21 62 
H}'? ;~O)<'i~~;;;':l ti t.<.~ 0.&0 5.~6 1〆ç~ 山' 正手
5('雪 p ，l 担':~. ~ ;0: n ,,-, :~ ♀ .1!. 、ム1 :‘ピU 281 10 
た。 14C-2 ， 4-Dでラベル培養した細胞より SGTase を抽出，精製すると，放射活性がSGTase画分に
認められ，約40倍に精製した段階で結合の割合 (2.4-D/SGTase) は1. 2であった (Fig.7-A， Tab 
Table 皿)。
一方， antiauxin で、ある triiodobenzoic acid (TIBA) を 2， 4-D と同時に添加すると， SGTase 活
性増大は完全に阻害されることを認めた。そこで， 14C-2 ， 4-D と TIBA を同時添加し，ラベル培養を
行なうと， 14C-2 ， 4-Dのみの場合に認められた SGTase 画分の放射活性は， TIBA 共存下では認め
られず，活性化も完全に阻害された (Fig.7-B) 。
つ臼にJつ]
Table m. Purification of 14 C-2, 4-D-bound SGTase 
















? ?Fraction (-fold) {mU/mg protein} 
* N.D. 1 0.52 Crude extract 
3.8 12 6.60 1st Sephadex G四 100
2.7 20 10.2 DEλE四cellulose































































Fig.7. Sephadex G-I00 chromatogram of SGTase activity and radioactivity from (Nf七 )2S04 
fraction of the cells treated with 14C-2, 4-D in the absence (A) or presence (B) 
or presence (B) of TIBA. 
(Tahle N) 。精製した 14C_2 ， 4_この 2 ， 4-D と SGTase との結合様式について検討を加えた次に，
D-hound SGTase を NaCl又は Ureaで処理した場合， 14C-2， 4-Dは SGTase からは遊離しなかった。
しかし， 14C-2, 4-D-hound SGTase を 6N HCl 1100C 48時間加水分解ヂると， 14C-2 ， 4-D は SGTase
から遊離した。
2， 4-Dの SGTaseへの強固な結合がSGTase活性化の要因で、あることが示され，以上の結果より，
この様な 2， 4-D と蛋白質との結合がSGTase活性，並びに配糖体化の制御において重要な役割をなし
ていることが示された。




までも，単離した receptor を用いての in vitro の系での検討であり，
殖に対する auxin効果についての研究である。二次代謝関連酵素が，
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None 。 334 
6N HCl~11ooC ， 48 hr 324 4 
2M NaCl 。 319 
2M NaCl + 5M Urea 。 343 
5M NaCl + 5M Urea 10 324 
pH 2 6 315 
pH 10 。 340 
5M CH3COOH 3 338 
1) 40C f:n Ej h:.c 
ることは，非常に興味深い。
第 6 章 2, 4-D-bound SGTase と 2， 4-D-free SGTaseの比較
2, 4-D-bound SGTase と 2 ， 4-D-free SGTase との性質の差違について比較検討した。両SGTase
共に分子量は4.5XI0 4 で， subuni t構造は有せず，至適pH は 7.5， 2 価金属イオンの要求性は認めら
れなかった。又， scopoletin及び UDP-glucose に対する Km値は各々 0.12mM ， O. l1mMで、あり，両
酵素で差は認められなかった (Table V) 。
Table V. Properties of 2, 4-D-bound and 2, 4-D-free SGTases 
2 , 4-D-bO l..l.nd 2 ， 4-D日 fr;:土台
持olecular weigh七
j唱
4.5 x 10'" 4.5 x 104 
Km for scopoletin 。 .12 m1"i 。 "12 mM 
ぉ:m for UDP-ql UCQse (} .11 m.tvl 0.11 mM 
Sp位 cific activi..t.y 114 mU/nH:ﾌ prot_ein 11.6 m!Jjロ1<.J f.1!'ot.e L.n 
両 SGTase共に scopoletin に対し最も高い活性を示し，両 SGTaseで基質特異性の差は認められな
かった dうえ検討した全ての基質に対し， 2, 4-D-bound SGTase は 2 ， 4-D-free SGTaseの約10倍の
活性を示した (Table VI) 。
さらに，両 SGTaseの活性化エネルギーを検討すると， 2, 4-D-bound SGTaseでは 7.0Kcal/mol ，
分になっていることが示された (Fig.8) 。
以上の結果より， 2 ， 4-Dの結合による SGTase活性の上昇は，基質に対する Km値の変化ではなく，
Vmax値の増大で、あり，酵素触媒反応の活性化エネルギーの減少に起因することが示された。
第 7 章 クマリン類生成のホルモン調節




Table VI. Substrate specificity of SGTases牢
Act目 ivity related to Ratio of 
substratet control 瞳 100 activity 
2 ， 4 噌 D(+) 2 , 4-D{-) 1+/僧}







30 11.2 26 
18 14 12.1 
5 6 8.7 
12: 15 7.2 
6 3 21.6 
2 11.4 
<1 九 4 19..8) 
6 11.4 
* The fraction elut也d from 2nd Sephadex G-I00 
t The substr昌 tes and UDPG{containing 0.125 叫Cí of 
む J..i γ 凶 [u時 14 (_~ J 凶当l.í.J CO与 e} "w倍 r"e supplied 品 t f j_ n品工

































Fig.9. Enzymes involved in scopoletin and 
scopolin formation pathways. 
Trivial name 
1. Isoci tra 七e dehydrogenase 
2. Glutamate dehydrogenase 
3. Glucose-6-phosphate dehydrogenase 
4. Shikimate dehydrogenase 
5. L-Phenylalanine drrurnonia-lyase 
6. Scopoletin glucosyltransferase 
7. Scopoletin peroxidase 




(対数増殖期)にシキミ酸系路の酵素である shikimate dehydrogenase (SDH) 活性，及びフェニ
ルプロパノイド系路の酵素である phenylalanine ammonia-lyase (PAL) 活性が増大していること
が示された。
さらに，植物ホルモンとして k inetin , 2 , 4-Dの影響を検討した。 Kinetin は SDH活性， PAL活性
を増大させた。さらにその時期はクマリン類生成速度の増大と一致し， kinetin は， phenylalanine へ
の，そしてさらにクマリン類への代謝を促進七ていることが示された。 2， 4-D は検討した酵素活性に
はほとんど影響を示さず， SGTase活性に特異的な作用を示した。一般に植物中の配糖体は貯蔵型で
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Fig.10. Changes in the cell fresh weight (A) , in the content of scopoletin 
and scopolin (B) , and in activities of glutamate dehydrogenase (C) , 
isocitrate dehydrogenase (D) , glucose-6-phosphate depydrogenas (E) , 
shikimate dehydrogenase (F) , L-phenylalanine ammonia-Iyase (G) 
and scopoletin peroxidase (H) during control (0) , 2, 4-D (ム) and 







2. クマリン類生成は，その前駆体である pheny lalanine の添加により著しく増大したD
3. Pheny lalanine と kinetin を添加することでクマリン類生成はより著しく増大した。このkinetin
の効果は，クマリン類生合成の key enzyme で、ある phenylalanine ammonialyase 活性を de novo 
合成を介して増大させる事に起因した。
4. Kinetin はクマリン類生合成関連酵素 (phenylalanine ammonia-Iyase , shikimate dehydroｭ
genase) 活性を増大させ，クマリン類の生成を促進した。
5. 2, 4-Dichlorophenoxyacetic acid は scopoletin glucosyl-transferase に強固に結合すること
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enylalanineの添加によって著しく増大した。 (2)Phenyla lan ine と Kinetin を添加することでクマリン
類生成はより著しく増大した。このKinetinの効果は Phenylalanine ammonialyase 活性を de novo 
合成を介して増大させる事に起因した o (3)Kinetinはクマリン類生合成関連酵素の活性を増大させク
マリン類の生成を促進した。 (4)2 ， 4-D は Scopoletin glucosyltransferase に強固に結合することで
その酵素反応の活件イヒエネルギーを低下させ de 陶仰合成を介さず 既存の酵素レベルで活性化し，
Scopoletinの Scopolinへの配糖体化を著しく促進した。 (5) クマリン類生成において，栄養源，植物
ホルモンによる化学的調節が可能でトある。以上の重要な新しい結論を得たので本論文は充分博士論文
に価する。
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